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L'invention concerne 1 'utilisation de la proline MIC3 de Toxoplasma 
gondii ou d'un de ses d6riv£s en tant qu'agent immunogfcne ou en tant qu'antigfene de 
vaccination. 

L'invention concerne 6galement un vaccin anti-toxoplasmose contenant 
5 ladite proline ou un de ses d6riv6s, ainsi que l'utilisation de la prot&ne MIC3 ou 
d'un de ses d6riv6s pour la d6tection d'anticorps spdcifiques de Toxoplasma gondii 
et/ou de ses fragments dans un echantillon susceptible de les contenir. 

Par « agent immunogfcne », on entend une molecule capable de susciter une 
reponse immunitaire humorale et/ou cellulaire. 
10 Par « proline MIC3 de Toxoplasma gondii ou un de ses d£riv6s », on 

entend la proteine MIC3 native isol6e de Toxoplasma gondii ainsi que la proteine 
MIC3 obtenue par recombinaison dans un systfcme procaryote ou eucaryote et/ou 
eventuellement associee au cours de la recombinaison, de manifcre covalente ou non 
covalente, a une proteine porteuse n'induisant pas ou peu de reponse immunitaire ou 
15 une reponse immunitaire tres inferieure a celle r6sultant de la proteine MIC3. 

La proline MIC3 native peut, par exemple, Stre isol6e par 
immunopurification comme decrit dans A. Achbarou et al y Mol. Biochem. Parasitol., 
1991,47,223-234. 

Toxoplasma gondii est un parasite protozoaire responsable de la 
20 toxoplasmose humaine et animale. Cette infection revet un caractere de grande 
severitd, lorsqu'elle atteint le foetus lors d'une primo-infection et chez les sujets 
immunodeprim6s, en particulier les malades atteints du SID A. 

Toxoplasma gondii est un parasite intracellular obligatoire, capable 
d'entrer activement et de se multiplier dans toutes les cellules nucl66es. Sous forme 
25 extracellulaire, le parasite ne se multiplie pas, et se montre sensible k Taction du 
systfeme immunitaire. En revanche, sous forme intracellulaire, il se divise activement 
et 6chappe au systfcme immunitaire. 

L'attachement puis l'invasion du parasite dans les cellules h6tes sont des 
6tapes clefs dans le d6veloppement de l'infection. C'est pourquoi il est d'un grand 
30 interet de determiner les molecules parasitaires impliqudes dans les processus 
d'attachement et d'invasion en vue de les utiliser comme des antigfcnes de vaccination. 
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La proline MIC3 est une prot&ne parasitaire impliqu6e dans l'attachement 
de Toxoplasma gondii aux cellules hStes. Cette proline est prfisente sur tous les 
stades infectieux du parasite et est localis6e au niveau des micronfemes de 
Toxoplasma gondii (A. Achbarou et aL, Op. cit.). Les micronfcmes sont des organites 
5 intracellulars impliques dans le processus d'invasion du toxoplasme (Dubremetz et 
al. y 1998). MIC3 est un dimfere de poids moldculaire apparent de 90 kDa form6 de 
deux sous-unitds de 38 kDa relives par des ponts disulfides (Achbarou et aL, Op. 
cit). 

On a maintenant trouv£ que la proline MIC3 de Toxoplasma gondii, 
10 suscitait une pr£coce et trds forte r6ponse immunitaire humorale au cours d'une 
infection k Toxoplasma gondii Cette rSponse immunitaire est comparable k celle 
obtenue avec l'antigfcne SAG1, prot6ine majeure du toxoplasme et fortement 
immunogene. En outre, on a trouv6 que des IgG anti-MIC3 sont presentes dans les 
serums d'individus sSropositifs pour la toxoplasmose, indiquant une immunog6nicit6 
1 5 de MIC3 chez l'homme egalement. 

L'utilisation de la prot6ine MIC3 selon les diff£rents aspects de Pinvention 
est particulifcrement avantageuse dans la mesure ou la proline MIC3 est pr6sente sur 
tous les stades infectieux du parasite alors que d'autres prolines, comme SAG1, ne 
sont pr6sentes que sur le stade tachyzolte. En effet, la proline MIC3 est s6cr6t6e au 
20 moment de l'invasion et vient alors recouvrir la surface parasitaire. Elle est de ce fait 
expos6e au systfcme immunitaire sans qu'il y ait besoin de lyse parasitaire, et peut 
done fitre reconnue par le systfcme immunitaire de Porganisme hote h un stade 
pr6coce de la toxoplasmose. 

L'invention a done pour objet l'utilisation de la prot6ine MIC3 ou d'un de 
25 ses derives en tant qu'agent immunogene. 

Ladite proline ou ses d6riv& peut (peuvent) notamment 6tre utilis6(s) pour 
la production d'anticorps, notamment par injection k des mammiffcres et recuperation 
des6rum de ces mammiftres contenant les anticorps spteifiques. 

L'invention concerne selon un second aspect l'utilisation de la protdine 
30 M1C3 ou d'un de ses derives comme antigene de vaccination, ainsi qu'un vaccin 
anti-toxoplasmose contenant la proline MIC3 ou un de ses d£riv6s. 
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Ledit vaccin pourra etre administr6 par voie orale, intradermique, sous- 
cutan6e, intramusculaire, sub-linguale, ou, de manifere pr6f6r6e, par voie intranasal, 
et comprendre un ou plusieurs adjuvants. 

Selon un aspect ult6rieur, ^invention concerne 6galement Putilisation de la 
5 proline MIC3 de T. gondii pour la ddtection de J. gondii dans un 6chantillon 
susceptible de le contenir. 

Plus particulifcrement, l'invention concerne un procSde de detection 
d'anticorps sp6cifiques de T. gondii et/ou de ses fragments dans un 6chantillon, 
susceptible de les contenir, caract6ris6 en ce qu'on ajoute & cet 6chantillon la prot6ine 
10 MIC3 de Toxoplasma gondii ou un de ses d£riv6s et qu'on d6tecte la formation d'un 
complexe antigfcne-anticorps. 

Cette detection est effectu6e a Text6rieur du corps humain ou animal. 

De manure g6n6rale, la prot6ine MIC3 ou un de ses derives sera mise en 
contact avec un echantillon de liquide biologique, notamment s6rum, plasma, urine, 
15 liquide c^phalo-rachidien ou tout autre liquide biologique susceptible d'6tre soumis a 
analyse tel que les larmes, les produits de lavage trach6oalv6olaires, la synovie ou la 
salive, con tenant 6ventuellement lesdits anticorps, de manifcre h former un complexe 
antigfcne-anticorps qui est ensuite d6tect6 par un proc&te de d6tection classique, par 
exemple en utilisant un proc6de de tragage radiologique, comme par exemple dans 
20 les techniques RIA (Radio Immuno Assays), par marquage enzymatique, comme 
notamment dans les techniques ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assays), ou 
encore par l'agglutination de particules sensibilis6es, un proc6d6 k la bentonite, un 
procedS d'Slectrophor&se (immunotransfert) ou tout autre procedd connu de l'homme 
du metier. 

25 L'invention est illustr6e par les exemples ci-dessous. 

Exemple 1 Construction de la proteine MIC3 recombinante 

La proline recombinante MIC3 a 6t€ contruite en fusion & la proline MBP 

« maltose binding prot6ine » comme d6crit ci-dessous. La proline MIC3 produite 

tient compte de la modification post-traductionnelle que subit MIC3 chez le parasite. 
30 La fusion de M1C3 h la MBP commence h l'acide amin6 67 jusqu'au dernier acide 

amine de MIC3. 
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1/ Clonage du gfene Mic3 en fusion au g6ne de la MBP : MBP-MIC3 

Pour doner le gfcne Mic3 en fusion avec le gfcne de la prot6ine MBP, on a 

utilise le vecteur de clonage pMALp2x (New England Biolaps). Ce vecteur contient 

le gene de la MBP suivi d'un polylinker permettant d'introduire le gfcne MIC3 en 
5 phase de lecture avec la MBP. Le plasmide r6sultant est ensuite introduit dans une 

souche d'Escherichia coli TBI (New England Biolaps). Le clone, obtenu (pMALp2x-7), 

est conserve pour la production de la prot6ine recombinante. 
1.1/ Ligation 

Le vecteur de clonage pMALp2x (New England Biolaps) a 6t6 dig6r6 par les 
10 enzymes de restriction Xba/ et Hind/// du polylinker. Le produit de digestion a 6t6 
purifte k Paide du kit geneclean (BiolOl). Parallfclement, le g&ne MO a 6t6 amplifi6 par 
PCR a Paide des amorces oligonucleotidiques ML1 
(GCTCTAGATCCCCCAGCAAGCAGCAGA) et ML4 

(ATTMGCTTTCACTGCTTAATmCTCA comportant 
15 respectivement k leur extr6mite les sites de restriction Xba/ ET Hind///. ML1 
correspond k Pextr6mit6 nucl6otidique N-terminale de Mic3 et ML4 k Pextr6mit6 
nucl6otidique C-terminale de Mic3. Le fragment de PCR obtenu (899pb) a 6t6 purififi 
k Paide du kit geneclean et dig6r6 par les enzymes Xba/ et Hind///. Ce produit de 
digestion a de nouveau et6 purifiS a Paide du kit geneclean. 
20 L'insertion du fragment de PCR-Xba/-Hind/// dans le vecteur pMLAp2x- 

Xba/-Hind/// a 6t6 r6alis6e en prdsence de T4 DNA ligase (Gibco BRL). 
1.2/ Transformation 

Des bact6ries comp6tentes £. coli TBI ont et6 transform6es par le produit de 
ligation. Trente clones bactfriens r&istants k Pampicilline ont 6t6 analyses. 
25 1 .3/ Analyse des clones transformds « miniprep plasmides » 

A Pissu de la transformation, PADN plasmidique a ete extrait de 30 clones 
bact6riens, puis dig6r6 par Xba/ et Hind///, afin de verifier la taille de Pinsert. Un 
clone contenant Pinsert de 899 pb a 6t6 retenu : pMALp2x-7. 



5 



2805466 



21 Purification de MBP-MIC3 

La prot6ine MBP-MIC3 est purifi6e k partir ^'Escherichia coli exprimant la 
prot6ine MBP-MIC3. La proline MBP ayant une forte affinit6 pour le maltose, la 
proteine recombinante MBP-MIC3 est ensuite purifi6e sur une colonne d'amylose. 
5 2.1/ Induction de ^expression de MBP-MIC3 

500 ml de milieu LB addition^ de glucose (0,2 %) et d'ampicilline 
(lOO^g/ml) sont ensemenc^s au 1/100 k partir d'une culture de la veille du clone 
^'Escherichia coli TBI portant le plasmide pMALp2x-7. Pour une density optique de 
0,5 k 600 nm, l'expression de la proteine recombinante est r6alis6e en pr6sence de 
10 0,3 mM d'IPTG (isopropyl-P-D-thiogalactopyranoside) (appligene) durant 3 heures a 
37°C sous agitation. 

2.2/ Production d'un lysat bactSrien 

Les bacteries sont centrifuges k 4000 g durant 20 min a 4°C Le surnageant 
est £limin6, le culot bacterien est pese puis repris dans un tampon « colonne » 
15 (Tris .CI 20 mM pH 7,4 ; NaCl 200 mM ; EDTA 1 mM) k raison de 10 ml par g de 
bacteries. La culture est congel6e pour fragiliser les membranes bacteriennes. Aprfcs 
decongelation, les bacteries sont soumises k une sonication 6 fois pendant 4 min a 
une puissance de 9 V avec un sonicateur Vibra-cell (Bioblock). Les bactdries sont 
centrifugees a 4°C durant une heure k 9800 g. Le surnageant contenant la prot6ine 
20 recombinante est conserve k - 20°C. 

2.3/ Purification sur colonne d'amvlose de MBP-MIC3 
La resine d'amylose utilis6e est commercialis6e par Biolabs. La purification 
est r6alis6e k 4°C avec des solutions prealablement refroidies a 4°C. 
R6g6neration de la r6sine d'amylose : 
25 3 ml de resine sont coul6s dans une colonne de 2,5 cm de diamfctre, puis 

reg6neree par une succession de lavages : 

- 3 ml d'eau 

- 9 ml de SDS 0,1 % prealablement incub6 k temperature ambiante 

- 9 ml d'eau 

30 - 24 ml de tampon « colonne » 
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Chargement de la colonne et lavage de la colonne 

Le lysat bacterien est charge sur la colonne avec un debit d'environ 0,5 ml 
par minute. La colonne est ensuite lav6e avec 24 ml de tampon « colonne ». 

Elution de MBP-MIC3 
5 L'eiution est r6alis6e par competition pour le maltose avec 5 ml du tampon 

« colonne » contenant 10 mM de maltose. Dix fractions dilution de 0,5 ml sont 
r£cup6r6es. La colonne est ensuite lav6e par 25 ml de tampon « colonne » et 
reg6n6r6e comme decrit ci-dessus en vue d'une autre utilisation. La r6sine peut £tre 
r6utilis6e au moins trois fois. 
10 3/ Analyse et dosage de MBP-MIC3 

La quantit6 de proteines contenue dans chaque fraction est dos6e au 
spectrophotomfctre ii une longueur d'onde de 280 nm. Les diff6rentes fractions sont 
analys6es soit (1) aprds migration en gel de polyacrylamide et coloration au bleu de 
Coomassie en pr6sence ou absence d'agent reducteur (p-mercaptoethanol) ou (2) par 
15 un test d'imuno-empreinte (« immunoblot ») avec des anticorps polyclonaux anti- 
MBP ou anti-MIC3. 

Les fractions les plus riches sont concentres par ultrafiltration & 3000 rpm 
(4°C) & Taide d'unite de filtration coupant h 10 kDa (Centricon 10, Millipore). La 
quantite de prot6ine contenue dans les purifications concentres est ensuite dosee 
20 plus precisement h I'aide du kit « BCA » (Pierce). 

4/ Caracteristiques de MBP-MIC3 

La purification de la prot6ine MBP-MIC3 donne des rendements de 
purification de l'ordre de 2,5 mg de proteines par g de bacteries. L'analyse en gel de 
polyacrylamide des purifications montre que les preparations sont trfcs pures, c'est-£t- 

25 dire exemptes de la proteine d'origine bactdrienne autres que la MBP-MIC3 mais une 
forte aggregation de la proline recombinante est observee lors de P£tape de 
purification sur colonne d'amylose. La proline recombinante MBP-MIC3 est 
pr6sente sous forme monomerique de manifcre preponderate mais existe aussi sous 
forme dim£rique en quantite moindre. Le poids moieculaire apparent de la forme 

30 monom6rique est d'environ 70 kDa. 
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La prot6ine MBP-MIC3 est reconnue par les diffdrentes sources d'anticorps 
anti-MIC3 disponibles au laboratoire, par exemple 1'hybridome T4.2F3.2F5 
(A.Achbarou et al., Mol. Biochem. Parasitol., 1991, 47, 223) ou les anticorps 
provenant du serum de souris CBA/J infect6es avec des kystes de toxoplasme 76 K 
5 (T. Charles et al., Infect. Immunol., 1990, 58, 1240). Ces anticorps 6tant de type 
conformationnel, ce resultat indique que la proline MBP-MIC3 adopte une 
conformation proche de celle existant chez le toxoplasme. 

Exemple 2 Etude de PimmunogSnicitS de MBP-MIC3 aprfes immunisation par voie 
nasale 

10 Trois souris C57 et trois souris CBA/J ont 6t6 6th6ris6es puis immunisees 

par voie nasale avec 10 fxg de proline MBP-MIC3 obtenue selon I'exemple 1 (lot 
ML1038) en association avec 0,5 fig de toxine choldrique. Une immunisation rappel 
a 6x6 effectuee 28 jours aprfcs la premiere immunisation. La rdponse immunitaire 
humorale anti-MIC3 a 6X6 6valu6e en dosant les anticorps sSriques anti-MIC3 et la 

15 reponse immunitaire cellulaire a 6X6 6valuee par un test de proliferation 
lymphoblastique 46 jours apres la premiere immunisation. Les r£ponses immunitaires 
humorales et cellulaires ont 6x6 d6termin6es vis-k-vis de la proline recombinante 
MBP-MIC3, de la prot6ine porteuse MBP et de la prot6ine MIC3 native du 
toxoplasme (& partir d'extrait parasitaire). 

20 1/ Etude de la r6ponse humorale 

La presence d'IgG anti-MIC3 dans les serums prdimmuns ainsi que dans les 
s6rums provenant des prdlfcvements sanguins effectu6s & J27 et & J46 a 6X6 6valu6e 
par Western Blot et ELISA vis-a-vis d'un extrait parasitaire contenant MIC3. 
1.1/ Preparation de Textrait parasitaire 

25 Des souris femelles de souches Swiss OF1 agfes de 6 h 7 semaines sont 

inoculees par voie intr6p6riton6ale avec un m&ange contenant 10 7 tachyzoltes de T. 
gondii, souche RH (A.B. Sabin, J. Am. Med. Assoc., 1041, H6, 801-807) et 12xl0 6 
cellules sarcomateuses de TG180 (P. Couzineau et al, Annales de Parasitologic 
humaine et compar6e, 1969, 44, 217-222) sous un volume total de 10 ml de milieu 

30 essentiel minimum (MEM) (Sigma). 4 & 5 jours plus tard, les souris sont sacrifi6es 
par dislocation cervicale et l'ascite est ponctionn6e par lavage de la cavitd 
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intrap6riton6ale avec 5 ml de milieu MEM. La suspension parasitaire subit une 
premiere centrifugation h 1600 g pendant 10 minutes h. 4°C. Le culot est lavd trois 
fois par 5xN ml de milieu MEM (N est le nombre de souris). Une centrifugation k 
1600 g pendant 10 min h 4°C est resuspendu dans de l'eau milliQ i la concentration 
5 de 500 millions par ml La suspension parasitaire est soumise h une sonication dans 
de la glace & raison de 12 cycles de 30 s espacds d'l min. Le lysat obtenu subit une 
centrifugation h. 2000 g pendant 5 min afin de se dgbarrasser des parasites et ddbris 
cellulaires. Le surnageant correspond & 1'extrait total parasitaire. 
1.2/ Western Blot 

10 130 fig d'extrait parasitaire et le marqueur de poids mol6culaire (Gibco 

BRL) sont d6pos6s sur un gel d'acrylamide & 10 %. Aprfcs une heure de migration & 
200 V, le mat6riel proteique est 61ectrotransf6r6 sur une membrane de nitrocellulose 
(Slcheicher and Schull) durant 1 h 30 & 48 mA. La membrane est satur6e durant 1 h 
& temp6rature ambiante en TNT IX (Tri-HCl 15 mM) ; NaCl 140 mM ; Tween 

15 0,05 %, pH = 8) additionnd de 5 % de lait 6cr6m€ puis incub6e 1 h h temp6rature 
ambiante en pr6sence des serums de souris immunis6es dilu6s au 1/25 en TNT-lait 
5 %. Apres trois lavages en TNT de 5 min, la membrane de nitrocellulose est incub6e 
en pr6sence d'un conjuguS de chfcvre anti-IgG de souris marqu6 k la phosphatase 
alcaline (Sigma) dilu6 au 1/1000 en TNT-lait 5 %. Aprfcs une heure d'incubation & 

20 temp6rature ambiante, la membrane est lavSe : un lavage de 20 min en TNT, deux 
lavages de 5 min en TNT, un lavage de 5 min en tampon R (Tris-HCl 100 mM, 
NaCl 100 mM, MgCl2,6H20 5 mM, pH = 9,5). La revelation est effectude h 
l'obscurite en prdsence de nitro blue tetrazolium et de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl- 
phosphate (NBT-BCIP, Sigma). La faction est stopple avec l'eau distill6e. 

25 1.3/ Test ELISA 

Les plaques de 96 puits & fond plat (Nunc) sont revfitues de 1'extrait 
parasitaire a raison de 100 /d par puits avec une solution h 100 ^g/ml d'extrait 
parasitaire obtenu comme d6crit au point 1.1 ci-dessus dilu6 en tampon carbonate 
50 mM, pH 9,6. Aprfcs une nuit d'incubation a 4°C, les plaques sont lavees 3 fois en 

30 PBS-Tween 20 0,05 % (V/V) puis sont satur£es 1 h h 37°C avec 200 /d/puits de 
PBS-BSA 1 %, sont ajout6es a raison de 100 /d/puits dans les plaques satur6es. 
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Aprds 2 h d'incubation k 37°C, les plaques sont lav6es 3 fois en PBS-Tween 20 
0,05 %. Les conjuguSs marques k la phosphatase alcaline anti-IgG de souris pr6par6s 
chez la chfcvre (Sigma), dilute au l/1000 fcmc en PBS-BSA 1 %, sont distribute k raison 
de 100 /d par puits. Les plaques sont alors incubSes 1 h k 37°C, puis lav6es 3 fois en 
5 PBS-Tween 20 0,05 %. Le paranitroph6nyl-phosphate disodique (Sigma) k 1 mg/ml 
en tampon dtethanolamine 1 M, pH 9,8 est r£parti k raison de 100 /d/puits. Le 
d6veloppement de la reaction enzymatique s'effectue a 37°C durant 20 min pour les 
IgG sdriques. L'absorbance k 405 nm est mesurte k Taide d'un lecteur ELISA 
automatique (Multiskan MCC 340, Flow Laboratories, Inc.). 
10 21 Etude de la rSponse cellulaire 

La r6ponse immunitaire cellulaire a £\t 6valu6e par un test de proliferation 
lymphoblastique k J46 sur les rates et les ganglions m6sent6riques. 

Test de transformation lvmphoblastique 

Les ganglions m6sent6riques et les rates sont pr61ev6s st6rilement et d6poses 

15 dans 5 ml d'une solution saline tamponn6e de Hanks (HBSS), Herpes 25 mM 
(HBSS-Hepes). Les organes sont ensuite plac6s sur un morceau de voile nylon 
(Blutex nylon monofilament, Tripette et Renaud, France) dans une boite de P6tri 
contenant 3-4 ml de milieu HBSS-H6pes et sont ecraste k l'aide d'un piston de 
seringue sterile. Le broyat est alors filtr6 au-dessus d'un tube Falcon k l'aide d'un 

20 morceau de Blutex. La boite de P6tri et le filtre sont abondamment rinc6s avec du 
milieu HBSS-H6p£s. La suspension cellulaire est ensuite centrifug£e k 400 g pendant 
10 min k 20°C. Les Erythrocytes prteents dans le broyat des cellules spteniques sont 
ensuite Iyste par un choc hypotonique dans 25 ml de tampon NH4CI 139,5 mM, 
Tris-HCl 17 mM, pH 7,4 pendant 3 min sous agitation, pour 6viter les agregats 

25 cellulaires puis le volume est ajust6 k 50 ml avec du milieu HBSS-H6p£s. Les 
cellules sont centrifug6es k 400 g pendant 10 min k 20°C puis mises en suspension 
dans 3 k 5 ml de milieu de culture (RPMI 1640 GIBCO, France ; H6pfes 25 mM ; 
SVF 5 % GIBCO ; glutamine 2 mM ; pyruvate de sodium 1 mM ; /Mnercapto6thanol 
5 x IO- 5 M ; gentamycine 50 ^ug/ml ; p6nicilline 100 U/ml ; streptomycine 100 /<g/ml). 

30 Les cellules sont alors d6nombr6es sur une cellule de Malassez et sont ^parties dans 
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des plaques de culture cellulaire & 96 puits & fond plat (Costar), & raison de 100 (A 
d'une suspension cellulaire k 5 x 10^ cellules par ml pour les sptenocytes et 3,5 x 10^ 
cellules par ml pour les cellules, des ganglions mesent6riques. Les puits sont 
prdalablement sensibilisSs avec l'antigfcne k tester (extrait toxoplasme = ET) ; en 
5 dilution s6ri6es de raison 2 (ET : 10 //g/ml & 1 ,25 //g/ml). Les tdmoins positif et 
ndgatif de lymphoprol iteration sont constituSs respectivement d'une lectine & activity 
mitogfcne : la concanavaline A (10 /ig/ml) et d'un antigfcne standard (BSA h 10 /*g/ml). 
Les plaques sont incub6es h 37°C sous 5 % de CO2 et 95 % d'humiditf pendant 5 
jours. Une microcurie de thymidine tritide (Dupont de Nemours, USA) est ajoutde 

10 dans chaque puits. Dix huit heures aprfcs le marquage radioactif, les plaques sont 
congel6es & - 20°C La d6cong61ation permet de faire 6clater les cellules dont le 
noyau est r£cup6r6 sur des pastilles de fibre de verre a 1'aide d'un Skatron (Norvfege). 
La radioactivit6 incorporee dans l'ADN des cellules en division est mesur£e en coups 
par minute (cpm) & l'aide d'un compteur Beta (Packard, USA). 

15 3/ Resultats 

3.1/ Immunogenic^ de MBP-MIC3 chez la souris C57 sensibles k la phase 
aigiie de l'infection 

- Reponse humorale 

Les r6sultats obtenus sur le pr6Ifcvement de sang effectue a J27 montrent 
20 que, d6s la premiere immunisation, des IgG sp6cifiques de la proline MIC3 du 
toxoplasme sont d&ectables dans les serums. Apres la seconde immunisation, la 
quantity d'IgG anti-MIC3 est augmentee. 

- Rdponse cellulaire 

Aucune lymphoproliferation n'est observde dans les ganglions 
25 mesent6riques aprfcs restimulation par 1 'extrait parasitaire. 

Dans la rate, une proliferation significative des lymphocytes T est observ6e 
aprfes restimulation par l'extrait parasitaire. 

3.2/Immunogenicit6 de MBP-MIC3 chez la souris CB A/J sensibles & la 
phase chronique de l'infection 
30 - R6ponse humorale 
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Des IgG sp6cifiques de la protdine du toxoplasme sont d6tectables dbs la 
premiere immunisation. 

- R6ponse cellulaire 

Dans la rate, une 16gfcre prolif6ration des lymphocytes T est observge aprfcs 
5 restimulation par l'extrait total. 

Aucune proliferation n'est observ6e dans les ganglions m6sent6riques des 
souris CBA/J. 

3.3/ Conclusions 

V immunisation nasale avec la prot6ine recombinante MBP-MIC3 en 
10 association k la toxine chol6rique induit une r6ponse humorale vis-^-vis de la 
proline MIC3 de toxoplasme & la fois chez les souris C57 et les souris CBA/J. Cette 
r6ponse IgG anti-MIC3 apparait dbs la premiere immunisation chez les C57 et y est 
particulierement forte. 

L' immunisation nasale avec la prot6ine recombinante MBP-MIC3 en 
15 association a la toxine cholerique induit une r6ponse cellulaire vis-a-vis de la 
prot6ine MIC3 de toxoplasme dans la rate k la fois chez les souris C57 et les souris 
CBA/J. Cette reponse cellulaire conforte Pint6r6t de Tutilisation de la proline MIC3 
comme antigene a potentiel vaccinant dans la mesure ou il est 6tabli que l'immunit6 h 
mediation cellulaire est une composante importante de la protection immune vis-il- 
20 vis du toxoplasme. 
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REVINDICATIONS 

I. Utilisation de la prot6ine MIC3 de Toxoplasma gondii ou d'un de ses 
d£riv6s en tant qu'agent immunogfcne. 

5 2. Utilisation selon la revendication 1, caract6ris6e en ce que la prot6ine 

MIC3 ou un de ses d6riv6s est utilis6e en tant qu'antigfcne vaccinal pour la 
preparation d'un vaccin anti-toxoplasmose. 

3. Utilisation selon les revendications 1 ou 2, caracteris6e en ce que la 
proteine MIC3 est native. 
10 4. Utilisation selon les revendications 1 ou 2, caract6ris6e en ce que la 

proline MIC3 est obtenue par recombinaison. 

5. Utilisation selon l'une des revendications 1 & 4, caract6ris6e en ce que la 
proteine MIC3 est associ6e, par liaison covalente ou non covalente, & une prot6ine 
porteuse. 

15 6. Vaccin anti-toxoplasmose contenant en tant qu'antigfcne vaccinal la 

proteine MIC3 ou un de ses d6riv6s. 

7. Vaccin selon la revendication 6, caract6ris6 en ce que la prot6ine MIC3 
est native. 

8. Vaccin selon la revendication 6, caract6ris6 en ce que la prot6ine MIC3 
20 est obtenue par recombinaison. 

9. Vaccin selon Tune quelconque des revendications 6 & 8, caract6ris6 en ce 
que la prot6ine MIC3 est associde, par liaison covalente ou non covalente, h une 
prot6ine porteuse. 

10. Vaccin selon Tune quelconque des revendications 6 k 9, caract6ris6 en 
25 ce qu'il comprend 6galement un ou plusieurs adjuvants. 

II. Vaccin selon l'une quelconque des revendications 6 h 10, caract6ris6 en 
ce qu'il est formul6 pour une administration par voie intranasal, orale, 
intradermique, sous-cutande, intramusculaire ou sub-linguale. 

12. Proc6d6 de detection d'anticorps specifiques de Toxoplasma gondii et/ou 
30 de ses fragments dans un 6chantillon susceptible de les contenir, caract6rise en ce 
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qu'on ajoute a cet echantillon la proteine MIC3 de Toxoplasma gondii ou un de ses 
derives et qu'on detecte la formation d'un complexe antigene-anticorps. 

13. Proc6de selon la revendication 12, caract6ris6 en ce que Pechantillon est 
un echantillon de liquide biologique. 
5 14. Precede selon Tune des revendications 12 ou 13, caract6ris6 en ce que la 

proteine MIC3 est native. 

15. Precede selon Tune des revendications 12 ou 13, caract6ris6 en ce que la 
proteine MIC3 est obtenue par recombinaison. 

16. Proc6de selon Tune des revendications 12 a 15, caracterise en ce que la 
10 proteine MIC3 est associee, par liaison covalente ou non covalente, a une proteine 

porteuse. 
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